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摘要 :【 目 的 ] 已 有 研究 表明 ,食用 了 饲 喂 以 沙丁胺醇 为 主要 成 分 的 瘦 肉 精 的 动物 肉 类 后 , 瘦 肉 精 成 分 会 在 人 体内 
富 集 , 摄 入 过 量 沙丁胺醇 会 对 生物 体 造 成 不 良 影响 ,但 是 ,其 具体 毒性 作用 机 理 目 前 尚 不 明确 。 作 为 一 种 模式 生 
W , 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 与 哺乳 动物 的 基因 具有 较 高 的 同 源 性 , 且 具 有 繁殖 周期 短 方便 进行 遗传 操作 
等 优势 。 因 此 ,我 们 通过 研究 过 量 沙 丁 胶 醇 对 黑 腹 果 晶 基因 组 稳定 性 、 细 胞 凋 亡 和 和 蛋白 表达 的 影响 ,来 探究 它 对 生 
物体 毒性 作用 的 机 理 。【 方 法 ] 将 野生 型 黑 腹 果 蝇 3 龄 幼虫 用 含 沙丁胺醇 (120 pg/mL) 的 饲料 饲 喂 2h 后 ,对 幼虫 
翅 成 虫 盘 进 行 H2Av 抗体 免疫 染色 。 选 取 rpr-lacZ 转基因 黑 腹 果 蝇 1 龄 幼虫 用 含 沙丁胺醇 (40 和 120 pg/mL) 的 饲 
料 饲 喂 , 对 幼虫 翅 成 虫 盘 进行 lacz 活性 测定 。 提 取 沙 丁 胺 醇 处 理 后 的 野生 型 3 龄 幼虫 总 蛋白 ,采用 SDS-PAGE 比 
较 对 照 组 和 实验 组 蛋白 表达 的 差异 ,并 通过 质谱 分 析 差 异 蛋 白 的 氨基 酸 序列 。[ 结果 】 沙丁胺醇 处 理 后 ,经 免疫 荧 
光 染 色 发 现 野 生 型 黑 腹 果 蝇 幼虫 翅 成 虫 盘 部 分 细胞 中 组 蛋白 H2Av 的 量 有 显著 增加 。 随 着 沙丁胺醇 浓度 的 增加 ， 
转 rpr-lacZ 报告 基因 黑 腹 果 蝇 成 虫 盘 细胞 lacZ 活性 增强 。 采 用 SDS-PAGE 和 质谱 分 析 表 明 ,沙丁胺醇 处 理 后 黑 腹 
果 晶 肌 动 蛋白 (Actin-87E) 和 异 柠 檬 酸 脱氧 酶 表达 量 上 升 。【 结 论 ] 沙丁胺醇 处 理会 引起 黑 腹 果 晶 细胞 核 DNA 损 
伤 ,对 基因 稳定 性 有 显著 影响 ,并 且 会 促进 细胞 凋 亡 和 蛋白 表达 的 改变 。 沙 丁 胶 醇 可 能 通过 促进 肌肉 收缩 和 加 速 
生物 体能 量 代 谢 这 两 方面 来 减少 脂肪 积蓄 。 
关键 词 : 黑 腹 果 蝇 ; 沙丁胺醇 ; 基因 组 ; 细胞 凋 亡 ; 蛋白 表达 
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Effects of salbutamol on the genome stability, apoptosis and protein 
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expression in Drosophila melanogaster 

YAO Yun, LIN Xin-Da* , WANG Bo ( College of Life Sciences, China Jiliang University, Hangzhou 
310018, China) 

Abstract: [Aim] Previous studies have shown that salbutamol, a main component of lean meat powder, 
can be accumulated in human body after ingestion of meat containing it. Excessive salbutamol intakes 
would lead to a series of adverse reaction in organisms, but its toxic action mechanism remains unclear. 
Genes of the model organism Drosophila melanogaster show high homology to those of mammals, and D. 
melanogaster has the advantages of short reproductive cycle, easy genetic operation and so on. To explore 
its toxic mechanism, we studied the effects of excessive salbutamol on genome stability, apoptosis and 
protein expression in D. melanogaster. [ Methods] After the 3rd instar larvae of the wild type and 
transgenic rpr-lacZ strains of D. melanogaster were fed with the artificial diet containing 120 pg/ mL 
salbutamon for 2 h, their imaginal discs were dissected for histone H2Av immnofluorescent staining and 
measurement of the lacZ activity, respectively. Total proteins were extracted from the 3rd instar larvae of 
the wild type strain treated with salbutamol and separated by SDS-PAGE. [Results] Immnofluorescent 
staining results showed that histone H2Av in some imaginal discs cells of the salbutamol treated D. 
melanogaster larvae increased significantly as compared with that in the control. With the increment of 


salbutamol concentration , the lacZ activity of imaginal cells was enhanced in the rpr-lacZ reporter transgenic 
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strain. The SDS-PAGE and MS-MALDI-TOF/TOF results showed that the expression levels of actin and 


isocitrate dehydrogenase increased in the larvae treated with salbutamol. [ Conclusions] Salbutamol 


treatment affects the stability of nuclear DNA, promotes the apoptosis and changes the protein expression 


in D. melanogaster. Salbutamol might increase actin expression to promote muscle contraction and 


accelerate energy metabolism. 


Key words: Drosophila melanogaster; salbutamol; genome; apoptosis; protein expression 





瘦 肉 精 能 促进 动物 瘦 肉 生长 ,提高 动物 饲料 转 
化 率 , 加 速生 长 。 然 而 作为 饲料 添加 剂 , 它 存 在 着 使 
用 量 大 残留 量 大 的 特点 。 当 人 们 食用 饲 喂 瘦 肉 精 





和 grim, 分 别提 供 不 同 的 信号 用 于 控制 细胞 凋 亡 
( Bergmann et al., 1998) 。 在 即将 凋 亡 的 细胞 中 rpr 
基因 才 会 表达 ,因此 黑 腹 果 蝇 rpr 基因 在 细胞 凋 亡 调 





的 畜 类 后 ,该 药物 能 够 进入 人 体内 (尤其 是 肝脏 等 
Ti EL) HIRE (Sauer et al., 1995) 。 之 后 会 对 人 体 产 
生 一 系列 不 良 反应 ,长 期 食用 可 能 会 诱发 恶性 肿瘤 
甚至 死亡 而 被 禁止 添加 (Duncan et al., 2000; Zhang 
et al., 2006, 2008) 。 因 此 ,研究 它 的 毒 作 用 机 理 尤 
甚 重要。 沙丁胺醇 作为 瘦 肉 精 的 主要 成 分 之 一 ,是 
一 种 B. 受 体 激动 剂 (Papazian, 2011) 。 它 能 与 细胞 
Bs 肾上腺 素 受 体 结合 提高 细胞 内 cAMP 的 浓度 。 
在 脂肪 细胞 中 cAMP 作为 一 种 传递 信使 能 激活 蛋白 
激酶 A, 从 而 刺激 脂肪 分 解 ,促进 动物 骨骼 肌 生 长 ， 
减少 脂肪 积蓄 (Malucelli et al., 1994; Zhang et al., 
2005) 。 男 有 人 研究 表明 瘦 肉 精 男 一 成 分 克 伦 特 罗 能 
使 脂 质 代谢 相关 基因 如 apoD 和 apoR 表达 水 平 上 调 
(Zhang et al., 2007) 。 过 去 研究 过 量 沙丁胺醇 对 生 
物体 的 危害 ,通常 是 从 宏观 的 临床 表现 上 来 评估 的 ， 
例如 它 会 引起 人 体 包括 头晕 无力、 恶心 等 不 良 症 状 
〈 姜 琛 璐 和 李 林 , 2013) 。 然 而 在 细胞 和 分 子 水 平 上 
我 们 对 它 的 危害 性 依然 知之 甚 少 , 如 :沙丁胺醇 是 否 
能 导致 细胞 凋 亡 , 它 是 如 何 影 响 基因 组 稳定 性 或 是 生 
物体 的 蛋白 表达 。 黑 腹 果 量 Drosophila melanogaster 的 
基因 与 人 类 许多 疾病 基因 具有 同 源 性 (万 永 奇 和 谢 
维 , 2006 ) ,并 且 二 者 在 细胞 凋 亡 ( White et al., 
1996) 维持 基因 组 稳定 性 (Chubb and Rea, 2010) 
等 方面 具有 相同 的 信号 途径 。 因 此 ,本 研究 选择 被 
广泛 应 用 于 遗传 和 发 育 研究 上 的 模式 生物 黑 腹 果 晶 
作为 研究 对 象 来 探究 沙丁胺醇 对 生物 体 的 影响 。 
来 自 内 外 环境 的 某 些 刺激 会 对 基因 稳定 性 造成 
影响 ,例如 电离 辐射 和 超 氧 条 件 会 引起 DN A 双 链 的 
断裂 。 当 DNA 断 肌 后 会 招募 磅 酸化 的 H2A 进行 双 
链 的 修复 ,因此 组 蛋白 H2Av 在 DNA 损伤 修复 应 答 
反应 中 扮演 重要 的 作用 (Nasheuer，2010 ) , 作为 
DNA 损伤 的 标记 ( Jha et al., 2008) ,通过 检测 它 的 
表达 便 可 以 间接 检测 细胞 核 DNA. 的 损伤 情况 。 另 
外 ,控制 黑 腹 果 晶 细胞 凋 亡 的 3 个 基因 reaper, hid 

































































控 中 扮演 着 重要 作用 。 本 研究 选取 转 rpr-lacZ 报告 
基因 品系 ,通过 检测 lacz 活性 就 能 推断 细胞 凋 亡 水 
平 ,更 容易 操作 和 观察 。 因 此 本 研究 从 细胞 核 DNA 
稳定 性 、 细 胞 凋 亡 (Shim et al., 2014 ) 和 蛋白质 表 达 
差异 性 3 方面 来 探索 沙丁胺醇 对 生物 体 的 影响 ,为 进 
一 步 探 究 沙 丁 胺 醇 的 毒 作用 分 子 机 理 提 供 理论 依据 。 








1 材料 与 方法 


1.1 黑 腹 果 晶 品系 

野生 型 Oregon R 品系 和 rpr-lacZ 转基因 品系 
( Nordstrom et al., 1996) 。 培 养 温度 25% ,相对 湿度 
6096 , 光 周 期 14L: 10D, 
1.2 主要 试剂 

硫酸 沙丁胺醇 片 ( 江 苏 云 阳 集团 ); 组 蛋白 
H2Av 抗体 (ROCKLAND，USA) ; 山羊 抗 免 lgG-TR 
二 抗 (Santa Cruz Biotechnology, USA); DAPI 染 液 、 
抗 英 光 独 灭 封 片 剂 . 正 常 胎 牛 血清 和 和牛 血清 白 蛋 白 
(博士 德 公司 ,中 国 ) 。 
1.3 主要 仪器 

荧光 显微镜 (尼康 ECLIPSE 80i) ;激光 共聚 焦 
显微镜 (蔡司 710)。 
1.4 免疫 染色 

挑 取 饲 养 在 基础 培养 基 上 的 野生 型 黑 腹 果 蝇 3 
龄 幼虫 饥 狐 2h 后 ,分 别 放 入 沙丁胺醇 (120 pg/ uL) 
处 理 培养 基 和 基础 培养 基 中 饲 咀 2 h。 基 础 培养 基 
配方 为 :每 900 mL 水 中 ,包含 78 g 其 糖 ,102 g 玉米 
粉 ,9 g 琼脂 ,6 mL 丙 酸 和 8.4 g 酵母 ;处 理 培 养 基 配 
方 为 每 毫升 基础 培养 基 中 ,加 入 120 pg 的 硫酸 沙 丁 
IRIE o ERRE PR PBS) 中 解放 处理 后 的 幼虫 
翅 成 虫 盘 ;用 4% 的 多 聚 甲醛 固定 1 h; 一 抗 (H2Arv 
抗体 ,稀释 浓度 为 1: 700)4% 孵育 12 h; 二 抗 ( 羊 搞 
免 抗 体 ,稀释 浓度 为 1: 1 000) 和 DAPI( Fi FEKE N 
1:2 000) 室 温 下 孵育 1 h。 得 到 的 免疫 染色 后 的 样 
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品 经 抗 奕 光 狸 灭 封 片 剂 封 片 后 ,在 激光 共 夷 焦 显 微 
镜 (蔡司 710) 下 拍照 。 结 合 DAPI 
位 置 后 , 若 检测 到 红色 效 光 信和 号 与 蓝 色 荧光 信和 号 
释 , 则 表明 该 细胞 核 中 磷酸 化 的 组 蛋白 H2Av hi 
以 此 作为 依据 来 分 析 成 虫 盘 组 织 中 不 同 细胞 DNA 
损伤 情况 。 
1.5 lacZ 活性 测定 

选用 rpr-lacZ 黑 腹 果 蝇 (该 品系 是 以 rpr 基因 的 
启动 子 驱 动 lacZ 基因 在 全 虫 表达 的 转基因 品系 ) o 
通过 检查 rpr-lacZ 黑 腹 果 晶 翅 成 虫 盘 中 B- 半 乳糖 昔 
酶 活性 来 分 析 ror 的 表达 情况 ， I 虫 盘 
中 细胞 凋 亡 的 情况 ; 利用 X-gal 为 底 物 进行 染色 的 
方法 检测 B- 半 乳糖 苷 酶 的 活性 ( Liu et , 2012), 
实验 中 挑 取 该 品系 1 龄 幼虫 分 别 置 于 沙丁胺醇 (40 
p.g/mL 和 120 kg/mL) 处 理 培养 基 和 基础 培养 基 中 
生长 至 3 龄 幼虫 ,在 PBS 中 解剖 翅 成 虫 盘 ,用 196 戊 
二 醛 固 定 15 min; 之 后 加 入 含有 X-gal 的 染色 液 
37% 染色 过 夜 。 娄 色 液 配方 包括 :695 pL H,0,1 pL 
MgCl; (1 mol/L),200 pL NaPi (0. 5 mol/L, pH 
7.2), 100 uL Redox. Buffer [ 100 mmol/L K;Fe 
(CN),, 100 mmol/L K,Fe( CN), ] fll 4 pL 196 SDS, 
染色 后 的 样品 经 甘油 封 片 后 ,在 光学 显微镜 下 拍照 。 
每 组 实验 设立 10 个 重复 。 通 过 Image] 计算 每 个 成 
虫 盘 中 染色 部 分 面积 与 翅 成 虫 盘 总 面积 ,并 计算 其 





















































比例 ;运用 软件 SPSS19 对 不 同 处 理 下 的 染色 比例 进 
行 单 因素 方差 分 析 。 
1.6 差异 蛋白 的 分 离 与 质谱 鉴定 

将 野生 型 黑 腹 果 蝇 (Oregon R)3 龄 幼虫 饥饿 
2 h 后 ,分 别 放 和 人 沙丁胺醇 (120 jpg/mL) 处 理 培养 基 
和 基础 培养 基 中 饲 喂 24h 后 ,之 后 分 别 挑 取 黑 腹 果 
蝇 幼虫 提取 和 蛋白 上 清 液 。 将 和 蛋白 提取 液 通过 SDS- 
PAGE 电泳 分 离 (分 离 胶 浓 度 为 10% ,浓缩 胶 浓 度 为 
8% ,运行 电压 为 100 V, 时 间 2 P) 。 ds 用 考 马 
斯 亮 蓝 和 甲醇 - 冰 酷 酸 分 别 对 凝 胶 进行 染色 和 洗 脱 ， 
之 后 在 凝 胶 成 像 仪 中 拍摄 电泳 图 谱 , 然 后 将 差异 的 
蛋白 条 带 切割 并 酶 解 ,最 后 将 抽 提 的 肽 段 ZipTip 脱 
盐 后 ,采用 MALDI-TOF/TOF 质谱 分 析 仪 分 析 ( 上海 
生物 工程 公司 ) 。 采 集 的 数据 经 NCBI 蛋白 数据 库 
进行 检索 和 比 对 。 






































2 结果 


2.1 TRR RRR DNA 稳定 性 的 影响 

通过 免疫 组 织 化 学 手段 检测 黑 腹 果 蝇 3 龄 幼虫 
翅 成 虫 盘 细 胞 中 磷酸 化 组 蛋白 H2Av 的 表达 情况 。 
从 图 1 可 知 ,经 120 pg/mL 的 沙丁胺醇 处 理 后 ,成 
虫 盘 部 分 细胞 内 组 蛋白 H2Av 表达 量 上 升 ,而 未 经 
处 理 没 有 检测 到 H2 Av. 的 表达 











Egg 
"epe 





图 1 沙丁胺醇 处 理 对 黑 腹 果 蝇 





Fig. 1 


EH JL Hh i H2Av( 红 色 ) 表 达 的 影响 
Effect of salbutamol on the expression of anti-phosphorylated H2Av e y-H2Av) 


(red) in Drosophila melanogaster wing imaginal discs 





AI - A3; 对 照 组 (用 基础 
control group ( flies fed with the basic artificial diet) ; Bl — B3; JH 





1 饲料 饲 喂 的 果 蝇 ) 翅 成 虫 盘 H2Av 免疫 艾 光 染色 H2Av immuno-fluorescent staining of the wing imaginal discs in the 
120 uL/mL 沙丁胺醇 的 饲料 饲 喂 的 果 蝇 翅 成 虫 盘 H2Arv 染 





色 H2Av immuno- 








fluorescent staining of the wing imaginal discs in flies fed with the artificial diet containing 120 pL/mL salbutamol. 1, 2 和 3 分 别 代 表 着 合并 、DAPI 


fll y-H2Av, DAPI 显示 的 是 成 虫 盘 细 胞 核 染色 ,合并 为 细胞 核 和 细胞 核 内 组 蛋白 染色 











言 号 的 重 毒 。1,， 2 and 3 represent the merge, DAPI and 








y-H2Av, respectively. DAPI shows nuclear staining of wing imaginal discs, and the merge shows stacking of nuclear and histone staining signal. 
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2.2 沙丁胺醇 对 黑 腹 果 晶 细 胞 凋 亡 的 影响 

研究 结果 表明 ,未 经 沙丁胺醇 处 理 的 rpr-lacZ 
黑 腹 果 晶 幼虫 翅 成 虫 盘 在 后 部 边缘 (posterior wing 
margin) FFF ££ ( dorsal hinge ) 处 有 较 少 的 蓝 色 产 


物 出 现 , 且 着 色 较 浅 。 当 幼虫 经 过 40 和 120 g/mL 


A 


















沙丁胺醇 处 理 后 , 蓝 色 部 分 面积 较 对 照 而 言 显 著 增 
加 旦 着 色 加 深 (图 2)。 并 且 沙 丁 胺 醇 处 理 后 翅 成 虫 
盘 染 色 部 分 的 面积 占 总 面积 的 比例 较 对 照 而 言 , 达 
到 了 显著 水 平 (P<0.05)。 
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图 2 B- 半 乳糖 昔 酶 活性 变化 显示 沙丁胺醇 对 黑 腹 果 蝇 翅 成 虫 盘 细胞 调 亡 的 影响 


Fig. 2 Change of the B-galactosidase (lacZ) activity indicating the effect of salbutamol 


on apoptosis of Drosophila melanogaster wing imaginal discs 
A, B, C: 分 别 为 对 照 组 (用 基础 饲料 饲 喂 的 果 晶 ) .用 含 40 和 120 pg/mL 沙丁胺醇 的 饲料 饲 喂 的 果 蝇 翅 成 虫 盘 lacZ 染色 lacZ stained wing 
imaginal discs of the control group (flies fed with the basic artificial diet), and flies fed with the artificial diet containing 40 and 120 pg/mL of 
salbutamol, respectively; D; 不 同 沙 丁 胺 醇 处 理 下 黑 腹 果 蜗 翅 成 虫 盘 lacz 染色 面积 占 总 面积 的 比例 Percentage of the lacZ stained area in the 














total area of D. melanogaster wing imaginal discs trea 


2.3 ib'J BRBEXIZS BER 8 h E E GA E GT 
2.3.1 差异 蛋白 的 分 离 : 经 沙丁胺醇 处 理 后 的 蛋白 
抽 提 物 经 SDS-PAGE 电泳 分 离 后 发 现 ,在 40 ~50 





kDa 之 间 较 未 经 处 理 的 对 照 组 而 言 有 一 条 比较 明显 
的 差异 条 带 ,表明 沙丁胺醇 处 理 后 此 分 子 量 处 的 蛋 
白 表达 量 上 升 (图 3)。 


2.3.2 和 蛋白 质 质谱 鉴定 :将 所 得 的 差异 表达 蛋白 条 
带 切 下 后 ,通过 酶 解 经 质谱 进一步 测序 分 析 , 与 黑 腹 
果 晶 数据 库 中 序列 进行 比 对 ,得 到 A 和 B 2 种 蛋白 
的 肽 段 匹配 序列 (图 4) 。 这 两 种 蛋白 的 匹配 率 分 别 
是 37% 和 7% 。 依 据 NCBI 数据 库 比 对 和 分 析 后 找到 
相应 蛋白 ,并 对 和 蛋白 的 氨基 酸 大 小 .分 子 大 小 和 和 蛋白 
的 功能 进行 分 析 ( 表 1)。 从 上 肽 段 的 匹配 率 来 看 Actin- 
87E 的 匹配 率 为 37% ,属于 肌 动 蛋白 家 族 ; 异 森 榜 酸 
脱氧 酶 (isocitrate dehydrogenase ) 匹配 率 较 低 为 7% 。 











ed with different concentrations of salbutamol. 


论 


3 讨论 与 结 

已 有 研究 表明 , 当 基因 组 稳定 性 遭受 破坏 时 , 细 
胞 会 因 DNA 损伤 程度 的 不 同 采取 不 同 应 答 方式 ,如 
DNA 修复 、 细 胞 周期 的 停 灌 和 细胞 凋 亡 。 在 DNA 
发 生 如 双 链 断 裂 的 严重 损伤 情况 下 ,可 以 激活 DNA 
依赖 的 蛋白 激酶 (DNA-PK) 从 而 对 双 链 DNA 进行 
修复 。 然 而 当 DNA 损伤 严重 时 , 细胞 也 会 启动 
DNA 损伤 诱导 的 细胞 凋 亡 途径 ,这 种 途径 大 多 是 通 
过 依赖 线粒体 信号 通路 实现 的 。 在 这 一 信号 传递 过 
程 中 ,有 不 同 的 分 子 发 挥 作用 。 例 如 孤儿 受 体 TR3 
能 够 感受 DNA 损伤 ,之 后 它 从 核 内 转移 至 线粒体 ， 
并 与 细胞 凋 亡 抑制 蛋白 BCL-2 作用 从 而 诱导 细胞 
WÈ (Lin et al., 2004) ;此 外 DNA-PK 可 通过 磷酸 化 
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图 3 SDS-PAGE 电泳 检测 沙丁胺醇 处 理 后 的 黑 腹 
果 蝇 3 龄 幼虫 蛋白 表达 的 变化 


Fig. 3 Detection of the change of protein expression in the 








3rd instar larvae of Drosophila melanogaster 

after salbutamol treatment using SDS-PAGE 
1: 处 理 组 (120 pg/mL 沙丁胺醇 饲料 饲 喂 的 果 蝇 ) Treatment. group 
( flies fed with the artificial diet containing 120 pg/mL salbutamol) ; 2: 
XF HEH CHI AE ml f] AL] TRE H ZR: 358) Control. group. ( flies fed with the 
basic artificial diet) ; 3: 和 蛋白质 分 子 量 标准 物 Protein marker. 箭头 示 
目的 蛋白 。The arrow indicates the target protein. 


P53 EK, Li P53 诱导 的 细胞 凋 亡 途径 (Norbury 
and Zhivotovsky, 2004) 。 还 有 研究 表明 组 蛋白 H1.2 
能 够 感受 DNA 双 链 的 断裂 ,之 后 它们 能 诱导 线粒体 
膜 间 院 的 细胞 色素 e 释放 到 细胞 质 ,随后 启动 细胞 


A 








凋 亡 中 的 线粒体 途径 (Konishi et al., 2003) 。 最 后 
DNA 也 能 刺激 CASPASE2 从 而 通过 线粒体 途径 诱 
导 细 胞 凋 亡 (Lassus et al., 2002) 。 因 此 本 研究 中 我 
们 分 别 检测 了 DNA 的 损伤 和 细胞 凋 亡 ,来 探究 沙 丁 
胺 醇 的 毒 作用 机 理 。 

过 量 的 沙丁胺醇 作为 一 种 具有 毒性 的 添加 剂 ， 
推测 它 可 能 会 破坏 基因 组 稳定 性 (Widlak et al., 
2006 ) 。 在 本 研究 中 我 们 引入 免疫 组 织 化 学 手段 探 
索 沙 丁 胺 醇 对 DNA 损伤 的 影响 。 研 究 发 现 经 沙 丁 
胺 醇 处 理 后 ,H2Arv 表达 量 上 升 , 即 基因 组 稳定 性 遭 
到 破坏 。 然 而 虽然 细胞 会 启动 修复 机 制 ,但 在 修复 
过 程 中 细胞 周期 必定 停滞 ,因此 推测 沙丁胺醇 可 能 
会 阻碍 生物 体 生长 。 

HAR, lacz 活性 测定 结果 表明 ,对照 与 沙丁胺醇 
处 理 的 翅 成 虫 盘 均 有 细胞 凋 亡 ,但 是 与 对 照相 比 , 沙 
丁 胺 醇 处 理 后 其 lacZ 染色 面积 显著 增 大 并 达到 显 
车 水 平 , 且 着 色 变 深 ,意味 其 细胞 凋 亡 程度 更 为 严 
重 。 而 对 照 组 翅 成 虫 盘 上 只 存在 小 部 分 的 浅 着 色 现 
象 ,而 且 集中 于 相对 固定 的 位 置 (图 2)。 之 前 有 研 
究 表 明 ,在 成 虫 盘 发 育 中 需要 移 除 自身 元 余部 位 而 
进行 的 组 织 重 塑 ,因而 细胞 凋 亡 也 是 正常 发 育 必须 
的 (Miihl et al., 1996) 。 随 着 沙丁胺醇 浓度 的 上 升 
(40 和 120 pg/mL) ,染色 面积 逐渐 变 大 ,这 可 能 是 
沙丁胺醇 对 生物 体 的 细胞 凋 亡 产生 了 促进 作用 。 细 
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Fig. 4 Matched sequences of peptides and their position of the differentially expressed proteins actin (A) and isocitrate 


MCDDEVAALV 
KDSYVGDEAQ 
EHPVLLTEAP 
GIVLDSGDGV 
FTTTAEREIV 
IGNERFRCPE 
SGGTTMYPGI 
STFQOMWISK 


MFALRRTAAM 
VSEMAQKIKA 
NRDKTEDQVT 
TIRNILGGIV 
GPGKLILTIWK 
ALDRKLPLYM 
LIDDMVAYAM 
GKTVEAEAAH 
EPLKQFADIL 
NILAKNLEGA 


VDNGSGMCKA 
SKRGILTLKY 
LNPKANREEM 
SHTVPIYEGY 
RDIKEKLCYV 
SLFQPSFLGM 
ADRMQKEITA 
QEYDESGPGI 


MISVHRQPHL 
GPVVDVLGDE 
IDCAEAIKKY 
FREAIICKNV 
GIDGQVIDEV 
SIKNIILKKY 
KSEGGFVWAC 
GTVTRHFRFY 
EQVCIDTIES 
LAKNAVAAK 


GFAGDDAPRA VFPSIVGRPR 


PIEHGIITNW 
TQIMFETFNA 
ALPHAILRLD 
ALDFEQEMAT 
ESCGIHEIVY 
LAPSTIKIKI 
VHRKCF 


SQAVFRANFA 
MIRIIWDSIK 
NVGIKCATIT 
PRLVIGWQKP 
INDFKGPGIA 
DGREKDIFED 
EKNYDGDVQSD 
QQGKETSTNP 
GAMTKDLAIC 








DDMEKIWHHT 
PAMYVAIQAV 
LAGRDLTDYL 
AAASTSLEKS 
NSIMKCDVDI 
IAPPERKYSV 


ISAADPKTHK 
SQLILPFLDI 
PDEKRVEEFN 
IVIGRHAHAD 
LGMFNIDDSI 
LYNKQYKKEY 
SVAQGYGSLG 
IASIFAWTRG 
IKGNINAVIR 


HQGVMVGMGQ 
FYNELRVAPE 
LSLYASGRTT 
MEILTIERGYS 
YELPDGQVIT 
RKDLYANIVM 
WIGGSILASL 


ISMDNERMSA 
ELHTYDLGIE 

LKKMWEKSPNG, 
QYKAVDYVVP 
VDFAHASFKY 
EAAGIWYEHR 
LMISVLLCPD 
LLHRAKLDNN 
RDYQETFEFI 


FB 3 龄 幼虫 中 差异 表达 蛋白 肌 动 蛋 








白 (A) 和 








异 柠 榜 酸 脱氧 酶 (B) 肽 段 匹 配 序 列 及 其 位 置 





dehydrogenase (B) in the 3rd instar larvae of Drosophila melanogaster fed with the artificial diet 


containing salbutamol and the basic artificial diet 


红色 区 域 显示 匹配 的 肽 段 。 


Matched peptides are shown in bold red. 


704 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 58 卷 





R1 EW TERRAE E A T O8 HS] RR RO RRRA 3 龄 幼虫 中 差异 蛋白 及 相关 信息 


Table1  Differentially expressed proteins and related information in the 3rd instar larvae of Drosophila melanogaster 


fed with artificial diet containing salbutamol and basic artificial diet 
































蛋白 功能 


Protein function 


分 子 大 小 (Da) 


Molecular weight 





蛋白 名 称 肽 段 匹配 率 (% ) 氨基 酸 数量 
Protein name Peptide matching rate ^ Number of amino acids 
Warn 37 376 
Actin 
异 柠檬 酸 脱氧 栈 
异 柠檬 酸 脱 氧 酶 7 469 


Isocitrate dehydrogenase 


胞 凋 亡 虽然 是 生物 体 为 了 维持 其 内 环境 的 稳定 而 自 
主 启动 的 过 程 ,但 是 沙丁胺醇 处 理 后 引起 的 大 面积 
细胞 凋 亡 ,必定 会 对 黑 腹 果 晶 的 正常 生长 发 育 造成 
极 大 的 影响 。 

沙丁胺醇 处 理 后 黑 腹 果 晶 幼虫 中 2 种 蛋白 表达 
量 上 升 ,它们 分 别 为 Actin87E 和 异 柠 榜 酸 脱氧 酶 。 
肌 动 蛋白 在 真 核 细 胞 中 是 高 度 保 守 且 含量 丰 寓 ( 占 
细胞 总 蛋白 的 1% ~2% ) 的 蛋白 质 之 一 。 在 细胞 水 
平 上 ,作为 一 个 主要 的 细胞 骨架 成 分 , 它 具 有 可 收缩 
的 特性 。 男 外 , 它 对 细胞 运动 细胞 分 裂 和 塑造 细胞 
形态 也 发 挥 着 重要 作用 。 作 为 主要 的 细 肌 丝 , 它 是 
用 于 肌肉 收缩 的 主要 和 蛋白 之 一 。 不 同形 式 的 肌 动 蛋 
白 是 由 高 度 保 守 的 多 基因 家 族 所 编码 ,这 些 家 族 的 
进化 导致 了 肌 动 蛋白 表达 和 功能 的 多 元 化 。 

黑 腹 果 晶 肌 动 蛋白 基因 家 族 包 含 6 个 高 度 保守 


















































细胞 骨架 结构 , 细胞 运动 性 , 染色 体 运 动 ， 


42 174 肌肉 收缩 Cytoskeletal structure, cell mobility, 
chromosome movement , muscle contraction 
— YR 5415 TR. i ta B^ 4er Ts 

52 955 Je Re E X rp E ES p et E 


An important desaturase in TCA 


谢 , 加 速 糖 类 等 物质 的 分 解 ,这 与 上 面 所 提 到 的 它 作 
为 月 上 腺 类 神经 兴奋 剂 激素 能 促进 生物 体 生长 , 减 
少 脂肪 积蓄 的 功能 相 吻 合 。 此 外 ,考虑 到 异 柠檬 酸 
脱氧 酶 的 产物 NADPH 能 参与 细胞 抵御 氧化 胁迫 反 
应 ,a- 酮 戊 二 酸 的 功能 之 一 可 能 与 胶 质 瘤 发 生 相 关 
( Yang and Park, 2006) , P3 yc TE DU] ip de i TER R 
脱氧 酶 可 能 会 间接 地 对 生物 体 细胞 造成 影响 ,然而 
这 需要 进一步 研究 。 

从 以 往 的 报道 和 瘦 肉 精 的 功能 来 看 , 它 主 要 是 
通过 影响 脂肪 细胞 内 脂 质 代谢 相关 的 酶 及 蛋白 ( 例 
如 脂肪 代谢 中 的 载 脂 蛋白 、 便 脂 酰 辅酶 A 脱氧 酶 、 
磷脂 酸 磷酸 酶 等 ) 的 表达 来 降低 动物 脂肪 的 积累 
(Zhang et al., 2007) 。 此 外 推测 cAMP 途径 相关 的 
酶 以 及 维持 基因 组 稳定 性 和 促进 细胞 凋 亡 的 相关 和 蛋 





















































的 基因 ,其 中 4 个 为 肌肉 特异 性 肌 动 蛋白 基因 ,我 们 
发 现 的 Actin-87 E. Bir 53 AY E A 0] Jess F 2] R REL, Hf 
中 节 间 肌肉 肌 动 蛋白 。 它 能 在 黑 腹 有 果 晶 包括 卵 、 幼 
虫 . 晴 和 成 虫 的 整个 生活 周期 中 表达 。 本 研究 发 现 
经 过 沙丁胺醇 处 理 后 黑 腹 果 蝇 Actin-87E 蛋白 含量 
较 对 照 组 而 言 显著 升 高 。 另 外 已 有 研究 表明 :过 表 
达 细 胞 核 肌 动 蛋白 能 够 提高 细胞 核 裂 解 液 的 ATP 
酶 活性 ,促使 水 解 并 为 细胞 运动 和 肌肉 收缩 提供 能 
Œ (Song, 2004)。 结 合 沙 丁 胺 醇 作为 瘦 肉 精 所 起 到 
的 功能 来 说 ,该 结果 是 合理 的 。 

异 柠檬 酸 脱氧 酶 对 生物 体 的 能 量 代 谢 、 生 物 合 
成 和 抗 氧化 胁迫 具有 重要 作用 (Fedoy et al., 
2007) 。 该 酶 参与 三 羧 酸 循环 ,是 其 限 速 酶 。 它 能 
够 俱 化 异 柠 檬 酸 氧 化 脱羧 生成 w- 酮 成 二 酸 和 







































































白 的 表达 ,都 可 能 因为 沙丁胺醇 的 处 理 而 发 生 改 变 。 
然而 在 本 研究 中 我 们 只 鉴别 出 了 肌 动 蛋白 和 异 柠 榜 
酸 脱氧 酶 ,这 很 大 程度 上 是 由 于 SDS-PAGE 的 局 限 
性 造成 。 下 一 步 ,我 们 可 以 借助 双向 电泳 和 定量 
PCR 的 方法 来 更 深入 地 探究 沙丁胺醇 对 生物 体重 
白 表 达 的 影响 。 

综 上 所 述 ,沙丁胺醇 对 黑 腹 果 晶 基因 组 稳定 性 、 
细胞 凋 亡 和 蛋白质 表 达 都 有 影响 。 尤 其 对 于 DNA 
损伤 和 细胞 凋 亡 的 研究 结果 是 在 本 研究 中 首次 发 现 
的 。 因 此 今后 我 们 可 以 通过 对 以 上 3 方面 检测 ,并 
结合 沙丁胺醇 对 生物 体 危 害 的 临床 表现 ,来 判断 一 
些 病 证 是 否 是 由 于 过 量 沙丁胺醇 引起 的 。 另 外 ,对 
于 DNA 损伤 应 答 修 复 机 制 和 细胞 调 亡 途 径 本 身 而 
言 ,在 果 晶 和 哺乳 动物 中 是 非常 保守 的 ,但 沙丁胺醇 
是 否 一 定 会 引起 哺乳 动物 DNA 损伤 和 细胞 凋 亡 ,在 




































































NADPH 。 三 法 酸 循环 是 能 量 代 谢 的 重要 途径 , 它 在 
糖 代谢 、 蛋 白质 和 核酸 代谢 最 终生 成 水 和 二 氧化 碳 
的 过 程 中 ,能 够 释放 大 量 能 量 ,用 于 维持 生物 体 的 生 
命 活 动 (Chen and Gadal, 1990) , XEXUBOR Me p s 
沙丁胺醇 后 发 现 , 它 的 异 柠檬 酸 脱氧 酶 表达 量 显 车 
上 升 ,说 明 沙 丁 胺 醇 也 能 间接 促进 生物 体 的 能 量 代 


























目前 并 没有 相关 文献 报道 。 因 此 ,在 未 来 的 研究 过 
程 中 ,可 以 选用 小 鼠 等 进化 上 与 人 类 更 接近 的 生物 ， 
在 分 子 和 细胞 等 水 平 上 更 深入 地 研究 沙丁胺醇 对 生 
物体 的 影响 。 此 外 ,沙丁胺醇 对 生物 体 细胞 和 分 子 水 
平 上 的 影响 在 以 往 的 研究 中 很 少 ,本 研究 结果 为 该 方 
面 提供 了 一 定 的 理论 补充 ,因此 具有 一 定 研究 意义 。 
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本 研究 通过 采用 荧光 免疫 组 织 化 学 证 实 了 过 量 
沙丁胺醇 会 破坏 黑 腹 果 蝇 基 因 组 稳定 性 , 即 DNA 双 
链 的 断裂 ,但 同时 细胞 会 启动 修复 机 制 对 其 进行 修 
复 ; 此 外 巧妙 利用 了 rpr-lacZ 转基因 黑 腹 果 晶 ,通过 
显 色 反应 观察 lacz 活性 来 检测 细胞 凋 亡 情况 , 25 
表明 沙丁胺醇 对 细胞 调 亡 有 促进 作用 ;通过 质谱 分 
fir SDS-PAGE 中 的 差异 蛋白 发 现 黑 腹 果 蝇 肌 动 蛋白 
Actin87E 和 异 柠檬 酸 脱氧 酶 表达 水 平 上 调 , 结 合 2 
个 蛋白 的 功能 推测 沙丁胺醇 可 能 通过 促进 肌肉 收缩 
和 加 速生 物体 能 量 代谢 这 两 方面 来 减少 脂肪 积蓄 。 
沙丁胺醇 虽然 作为 瘦 肉 精 被 用 于 冀 类 当中 ,然而 利 
用 黑 腹 果 蝇 对 其 研究 ,可 以 为 了 解 它 的 毒 作 用 机 理 
提供 理论 依据 。 
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